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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Urtterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Kunstliche Sauerstofftrager aus vernetztem modifizierten Human- oder Schweinehamoglobin mit 

verbesserten Eigenschaften, Verfahren zu ihrertechnisch einfachen Herstellung aus gereinigtem Material in 
hohen Ausbeuten, sowie deren Verwendung 

® Die vorliegende Erfindung umfafct gemafS den Anspru- 
chen die Herstellung chemisch modifizierter, vernetzter 
Hamoglobine mit verbesserten funktionellen Eigenschaf- 
ten, die nach diesem Verfahren hergestellten vernetzten 
Hamoglobine sowie ihre Verwendung als kunstliche Sau- 
erstofftrager. Das Herstellungsverfahren ist gekennzeich- 
net sowohl durch technische Einfachheit als auch hohe 
Ausbeuten. . 

Hochreines desoxygeniertes Hemoglobin wird unter dem 
Schutz eines Antioxidationsmittels mit einem Effektor der 
Sauerstoffbindung, insbesondere Pyridoxal-5-phosphat, 
kovalent konjugiert, danach erfolgt die Polymerisierung 
des Hamoglobins mit Glutardialdehyd als biofunktionel- 
■ lem Vernetzer bei gleichzeitig starker Zunahme des Volu- 
« mens des Reaktionsgemisches und abnehmender Kon- 
zentration des Hamoglobins wahrend der Zugabe des 
Vernetzers. Anschliefcend wird, nach weiterer Verdun- 
nung mit Wasser, an die vernetzten Hamoglobine ein Po- 
lyethylenoxid-Derivat chemisch angekniipft. Erhalten 
werden mit Blutplasma vertragliche Polymere mit opti- 
mierten Kooperativitats- und Halbsattigungsdruckwerten, 
die als kunstliche Sauerstofftrager und insbesondere auf- 
geteilt in einen nieder- und einen hochmolekularen An- 
teijs als Blutsubstitut bzw. als Blutadditiv, beispielsweise 
bei der Behandlung von Sauerstoffmangelzustanden, 
Verwendung finden konnen. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung umf aBt gemass den An- 
spriichen die Herstellung chemisch modifizierter, vemetzter 
Hamoglobine mil vcrbesserten funktioncllcn Eigcnschaften, 5 
die nach diesem Verfahren hergestellten vemetzten Hamo- 
globine, sowie ihre Verwendung als kunstliche Sauerstoff- 
trager. Das Herstellungs verfahren ist gekennzeichnet so- 
wohl durch technisch Einfachheit als auch hohe Ausbeuten. 
[0002] Hochreines desoxygeniertes Hamogiobin wird un- 10 
ter dem Schutz eines Antioxidationsmittels mit einem Ef- 
fektor der Sauerstoffbindung, insbesondere Pyridoxal-5- 
phopshat, kovalent konjugiert, danach erfolgt die Polymeri- 
sierung des Hamoglobins mit Glutardialdehyd bei sehr star- 
ker Zunahme des Volumens des Reaktionsgernisches und 15 
somit sehr starker Verdiinnung der Reaktanden wahrend der 
Zugabe des Vernetzers. AnschlieBend wird nach Verdiin- 
nung mit Wasser an die vernetzten Hamoglobine ein Poly- 
ethylenoxid-Derivat chemisch angeknupft. Erhalten werden 
mit Blutplasma vertagliche Polymere mit optimierter Sauer- 20 
stoffbindungs-Charakteristik, die als kunstliche Sauerstoff- 
trager, insbesondere aufgeteilt in einen nieder- und eincn 
hochmolekularen Anteil als Blutsubstitut bzw. als Blutaddi- 
tiv, beispielsweise bei der Behandlung von Sauerstoffman- 
gelzustanden, Verwendung finden konnen. 25 
[0003] In der Medizin ist es aus verschiedenen klinischen 
Indikationen wunschenswert, ein kiinstliches Untcrstut- 
zungssystem fur den Sauerstofftransport verfugbar zu ha- 
ben. Im Falle eines akuten Blutverlustes erscheint es nam- 
lich nicht nur sinnvoll, das Flussigkeitsvolumen isoton und 30 
isonkotisch zu ersetzen, sondem auch cine weitere wesentli- 
che Funktion des Blutes, namlich die des Sauerstofftrans- 
ports zu restituieren. Bei sinkender Bereitschaft zur Blut- 
spende stehen immer seltener im akuten Katastrophenfall 
(u. a. auch im Kriegsfall) passende Blutkonserven zur Ver- 35 
fiigung, um insbesondere einen unvorhersehbaren Bedarf 
decken zu konnen. Die momentane Verfugbarkeit geeigne- 
ter Blutkonserven bringt zudem erhebliche logistische Pro- 
blerne mit sich. Ferner lassen sich Blutkonserven in der Re- 
gel nur etwa 35 Tage lagern und mussen deshalb standig er- 40 
neuert werden - was erhebliche Kosten bereitet - wahrend 
kunstliche Losungen wesentlich langer aufzubewahren sind, 
da sie gegebenenfalls eingefroren werden konnen. Abhan- 
gig von der Lagerzeit sauern sich Blutkonserven intrazellu- 
lar an, dadurch ist ihre Sauerstoffbindungscharakteristik 45 
akut keineswegs optimal, vielmehr muB diese im Organis- 
mus zunachst wieder regeneriert werden. Dagegen funktio- 
niert ein kunstlichcr Sauerstofftrager vom crstcn Moment an 
optimal. Der zunehmend mangelnden Bereitschaft zur Biut- 
spende steht auf der anderen Seite die steigende Uberalte- 50 
rung der Bevolkerung bedarfserhohend gegenuber. Zugleich 
verrnindert sich wegen der tJberalterung auch die Zahl der 
potentiellen Blutspender. Ebenso ist wegen unubersehbarer 
Infektionsrisiken (Immunschwache, Hepatitis) die Bevolke- 
rung der Vorstadte ("slums") als Blutspender ausgefallen. 55 
Ein kunstlichcr SauerstofT-transportierender Blutersatz ware 
auch, unabhangig von der Blutgruppe, universal. Es ist zu- 
dem moglich, daB mit einem solchen Blutersatz ein Volu- 
menmangelschock eher durchbrochen werden kann als mit 
einer Blutkon serve, da die Erythrozyten in der Konserve 60 
versteift sind und dadurch eine verringerte Kapillardurch- 
gangigkeit aufweisen. Jeden falls haben Tierversuche erge- 
ben, daB ein Volumenmangelschock mit sauerstofftranspor- 
tierendem Blutersatz wirksamer bekampft werden kann, als 
mit einfachen Plasmaexpandern (Pabst R. (1977): "Sauer- 65 
stofftransport mit stromafreien Hamoglobinlosungen und 
Fluorocarbonen", Med. Klin. 72: 1555-1562, Keipert P. E., 
Chang T. M. S. (1985): "Pyridoxylated Polyhemoglobin as a 
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Red Cell Substitute for Resuscitation of Lethal Hemorrhagic 
Shock in Conscious Rats", Biomater., Med. Dev., Artif. Or- 
gans 13: 1-15). Weitere Anwendungen eines kiinstlichen 
Sauerstofftragers kommen hinzu: Komplizierte operative 
Eingriffc, wclche notwendig mil hohen Blutverlustcn ein- 
hergehen, lassen sich zunehmend weniger durchfiihren, weil 
die entsprechenden Blutkonserven fehlen. Demgegenuber 
erarbeitet man immer groBere und invasivere operative Ein- 
griffe - wozu insbesondere auch Transplantationen zahlen 
-, deren Ausfuhrung im Einzelfall entscheidend von der 
Verrugbarkeit ausreichend vieler geeigneter Blutkonserven 
abhangt. Weiterhin sind fiir eine Transplantation vorgese- 
hene Organe weit besser zu konservieren, wenn sie mit 
(kiinstlichen) Sauerstofftragern perfundiert werden. Allein 
eine Lebertransplantation benotigt bis zu 100 Transfusions- 
einheiten zu je 450 mL. In Fallen polytraumatischer Schadi- 
gungen (beispielsweise durch einen Autounfall) werden 
ahnlichc groBe Mengcn benotigt. 

[0004] Aber nicht nur im Falle eines akuten Blutverlustes, 
sondem auch im Falle chronischer Durchblutungsstorungen 
(insbesondere cerebrale, koronare, renale und periphere - 
beispielsweise beim Horsturz - oder einer anarnischen Krise 
etwa im Falle chronischer Osteomyelitis oder nach T\imor- 
Chemotherapie) besteht ein Bedarf fiir einen kiinstlichen 
Sauerstoff-transportierenden Blutzusatz. Auch um im Falle 
eines fetalen Sauerstoffmangels durch eine Plazenta-Insuffi- 
zienz einen drohenden Abort zu vcrhindern oder zur Vcrhin- 
derung von Sauerstoffmangelschaden unter der Geburt, bie- 
tet sich die Anwendung des Additivs an oder aber zur Ent- 
wohnung von der Beatmung. Ein Bedarf solcher Art ist so- 
gar wesentlich groBer als fiir den vorher genannten Fall ei- 
nes akuten Blutverlustes: Jahrlich sind fur etwa 750000 
Menschen in Deutschland solche chronischen Durchblu- 
tungsstorungen die Todesursache. Hinzu kommen noch die 
Krankheitsfalle aus dicscr Ursache. An Krebs dagegen ster- 
ben jahrlich lediglich etwa die Halfte Menschen. Man ver- 
sucht bekanntermaBen chronische Sauerstoffgewebsmangel 
durch hyperbare Sauerstoffzufuhr zu therapieren. Abgese- 
hen davon, daB diese Therapie nur solange wirkt, wie der 
Sauerstoffliberdruck herrscht und abgesehen davon, daB das 
Vorgehen nicht ungefahrlich ist, besteht hierbei die Gefahr 
oxidativer Gewebeschadigung durch radikalische Sauer- 
stoffreaktionen, die iiber entsprechende Reaktionsprodukte 
nachweisbar sind. Ein kunstlicher Sauerstofftrager wirkt, 
solange er vorhanden ist, und er offeriert dem Gewebe soge- 
nannten Niederdruck-Sauerstoff, so dass die genannten 
Schaden nicht auftraten. 

[0005] Die Anwendung eines sauerstofftransportierenden 
Blutadditivs als vorubergehende Unterstutzung des endoge- 
nen Sauerstofftransportsy stems stellt eine weitere Moglich- 
keit und Alternative zur Bekampfung des chronischen ge- 
wcblichen Sauerstoffmangels dar, den man bisher mit 
durchblutungsfbrdernden Mitteln(z.B. GefaBdilatoren) zu 
therapieren versucht, 

[0006] Fur die Art der Anwendung kommt dem Konzept 
sehr zu gute, daB es sich um eine funktionelle Sauerstoff- 
Therapie handelt: Nicht das Substrat (der Sauerstoff) wird 
appliziert, sondem die Funktion des Tragersystems wird 
verbessert, das den Sauerstoff zu den Geweben bringt. Dies 
macht die Therapie in ihrer Wirkung multiplikativ, somit 
sehr effektiv, und gibt ihr gleichsam einen katalytischen 
Charakter. Hinzu kommen noch deutliche Hinweise, daB ein 
im Plasma geloster Sauerstofftrager viel wirksamer ist, als 
ein in Erythrozyten "abgepackter". Weiterhin kann ein sol- 
cher kunstlicher Blutersatz frei von bekannten Erregern her- 
gestellt werden; Infektionsprobleme, wie Hepatitis und er- 
worbener Immundefekt (AIDS) sind auf diese Weise ver- 
meidbar. 
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f0007] Eine zusatzliche potentielle Empfangcrgruppe fiir 
kunstliche sauerstofftransportierende Losungen sind Patien- 
ten, welche eine allergische Reaktion, beispielsweise auf 
HLA-Antigene, erwarten Lassen. Bisher versucht man die 
Leukozytcn durch cine Filtration uber Baurnwollc aus Blut- 
konserven zu entfemen. Kunstliche Blutersatzlosungen wa- 
ren dagegen vollig frei von Leukozyten. In neuerer Zeit hat 
man an Schweinen beobachtet, dass nach Verbesserung der 
Sauerstoffversorgung (Herabsetzung der SauerstofT-Aftini- 
tat des Hamoglobins) das Schlagvolumen des Herzens ver- 
ringert wird und die Herzfrequenz unbeeinflusst bleibt (Vil- 
lereal M. C, et al. (1987): "Engineered Red Blood Cells 
with Modified Oxygen Transport Properties: A New Oxy- 
gen Carrier", Biomater., Med. Dev., Artif. Organs 15: 397). 
In einer anderen Arbeit (Bosman R. J., et al. (1992): Tree 
Polymerized Hemoglobin Versus Hyroxyethyl Starch in Re- 
suscitation of hypovolemic Dogs", Anesth. Analg. 75: 
811-817) wurdc gczcigt, daB die Applikation sauerstoff- 
transportierender Losungen nach einem Volumenmangel- 
schock beim Hund die Zunahme des Herzzeitvolumens ver- 
hindert und somit das Herz schont. Hier eroffnet sich die 
Moglichkcit, durch Verbesserung der Sauerstoffversorgung 
eine funktionelle kardiale Protektion zu erreichen, was bei- 
spielsweise im Falle eines Infarkts hilfreich ist. Das ware ein 
vollig neuer Aspekt fur die Anwendung sauerstofftranspor- 
tierender Losungen. 

[0008] Eine weitere Anwendung solcher kunstlichcr Sau- 
erstofftrager ware die Erhohung der Strahlungsempfindlich- 
keit von Tumoren, zumal sich mehr und mehr andeutet, daB 
molekulare, im Plasma geloste Sauerstofftrager sehr viel ef- 
fektiver SauerstofT an das Gewebe abgeben, als Vollblut: 
Solche kiinstlichen Trager bewirken eine Synergie mit dem 
nativen (intraerythrozyteren) Trager. D. h., dass der moleku- 
lar-disperse kiinsdiche Trager im Blutplasma nicht nur per 
se am besten SauerstofT aus der Kapillare abgibt, sondern 
zudem die Sauerstoffabgabe des vorhandenen nativen Sy- 
stems verstarkt, und zwar uber den Mechanismus der er- 
leichterten Diffusion. Das bedeutet, da8 man fur diesen 
Zweck nur eine geringe Konzentration des kiinsllichen Tra- 
gers im Plasma benotigt. Trotzdem bleibt diese funktionelle 
Therapie (siehe oben) auBerst effektiv. 
[0009] AUes Gesagte verdeutlicht den Bedarf eines kunst- 
lichen Sauerstofftransporteurs. UnerlaBlich fiir die Nutzung 
eines kunstlichen Sauerstofftragers ist, dass sein Ausgangs- 
material in ausreichender Menge zur Verfugung steht. Ver- 
fallene Blutkonserven losen das Problem somit nicht. Des- 
halb ist es notwendig, Tierhamoglobine zu verwenden, vor- 
zugsweise von den wichtigsten Schlachttieren: Rind und/ 
oder Schwein. 

[0010] Aus der Darstellung des Bedarfs kunstlichen Sau- 
erstofftrager ergeben sich grob zwei T^pen der Anwendung: 
einerseits im Falle eines starken Blutverlustes und andercr- 
seits im Falle eines chronischen SauerstofT mangels. Im er- 
sten Fall benotigt man zur Kompensation ein iso-onkoti- 
sches, SauerstofT transportierendes Volumensubstitut 
(kunstliche Sauerstofftrager der ersten Generation), im 
zweiten Fall dagegen ein SauerstofT transportierendes Blut- 
additiv (kunstliche Sauerstofftrager einer zweiten und neuen 
Generation). Wie erwahnt, ist der letzte Fall der weitaus 
haufigere. Im ubrigen erlaubt ein enLsprechendes Blutaddi- 
tiv, in Kombination mit einem sogenannte Plasmaexpander, 
auch die Therapie eines akuten Blutverlustes mit dem gro- 
Ben Vorteil, daB der Arzt die Moglichkeit hat, sowohl die 
Gabe von Sauerstofftragem als auch des Fitissigkeitsvolu- 
men, auf den Bedarf des einzelnen Patienten abzustimmen. 
[0011] Auch der Organismus vermag beides (Menge des 
Sauerstofftragers und Blutvolumen) unabhangig voneinan- 
der zu verandern, namlich die Erythrozytenbildung uber 



Erythropoetin und das Plasmavolumcn uber ein eigenes Re- 
gulationssystem. Beide GroBen sind dadurch entkoppelt, 
daB der Trager im Blut einen sehr viel kleineren kolloidos- 
motischen Druck hat als das Plasma. 
5 [0012] Bisher wurden von anderen drei grundsatzlich ver- 
schiedene Strategien zur Entwicklung eines kiinsdichen 
Sauerstofftragers fur das Blut verfolgt (Stand der Technik: 
Rudolph A. S. et al. (Hrsg.): Red Blood Cell Substitutes: Ba- 
sic Principles and Clinical Applications, Marcel Dekker, 
to New York u. a. 1998; Tsuchida E. (Hrsg.): Blood Substitu- 
tes: Present and Future Perspectives, Elsevier Science, Am- 
sterdam 1998; Chang T. M. S. (Autor bzw. Hrsg.): Blood 
Substitutes: Principles, Methods, Products and Clinical Tri- 
als, Volume 1 und - Volume 2, Karger Landes, Basel u. a. 
is 1997 und 1998) 

[0013] Verwendung von Emulsionen mit Fluorkohlenwas- 
serstoffen - neuerdings setzt man auch andere Halogene wie 
Brom ein -, in welchcn SauerstofT besonders gut loslich ist 
(Hirlinger W. K., et al. (1982): Auswirkungen eines teilwei- 
20 sen Blutaustausches mit Fluosol DA 20% auf den intakten 
Organismus des Schweines", Anasthesist 31 660-666). Da 
die Fluokarbone lipophil sind, ist jedoch zu erwarten, daB 
Wechselwirkungen und Storungen in den Lipidschichten der 
Zellmembranen auftreten. Letztere sind integrierende funk- 

25 uonelle Bestandteile der Zelle. Zudem mussen die Fluokar- 
bone mit Emulgatoren, wie Phospholipide dispergiert wer- 
den, welche zusatzlich mit den Membranen der Zellen intcr- 
ferieren konnen (so benannte kunstliche Sauerstofftrager auf 
Basis von Fluorkarbonen der ersten Generation). 

30 [0014] Eine weitere Strategic stellt die Mikroverkapse- 
lung hochkonzentrierter Losungen nalurlichen und auch 
chemisch modifizierten Hamoglobins in Phospholipidvesi- 
keln unter Zusatz geeigneter Effektoren der Hamoglobin- 
bindung ("kunstliche Erythrozyten oder Hamosomen") dar 

35 (Ogata Y. (1994): "Characteristics of Neo Red Cells, Their 
Function and Safety: In-Vivo Studies", Artificial Cells, 
Blood Substitutes, and Immobilization Biotechnologies 22: 
875-881). Auf diesem Felde sind auch erste Tierversuche 
gelungen (Hunt C. A., et. al. (1985): "Synthesis and Evalua- 

40 tion of a Protypal Artificial Red Cell", Science 230: 
1165-1168). Die Vesikel hatten einen Durchmesser von we- 
niger als 0,05 urn und waren damit vom Volumen her urn gut 
zwei Zehnerpotenzen kleiner als naturliche rote Blutzellen. 
[0015] Die dritte Strategic besteht in der Herstellung in- 

45 fundierbarer Hamoglobinlosungen. Der kunstliche Sauer- 
stofftrager liegt dann im Blut extrazellular vor. Wahrend 
man die beiden ersten Problemlosungen als Herstellen eines 
kunstlichen B lutes ansehen kann, so daB die Schwierigkeit 
einer kolloidosmotischen Interferenz nicht auftreten kann, 

50 stand bei dieser Problemlosung ein Plasmaexpander am An- 
fang, dessen Makromolekiile auch SauerstofT transportieren 
konnen (so benannte kunstliche Sauerstofftrager auf der Ba- 
sis von Hamoglobin der ersten Generation). 
[0016] Natives Hamoglobin ist hierfur nicht brauchbar, da 

55 es beispielsweise zu schnell uber die Niere ausgeschieden 
wird. Eine chemische Modification ist deshalb uncrlafilich. 
Im Rahmen dieser Strategic hat man beispielsweise das Ha- 
moglobin uber seine Aminogruppen kovalent an Dextrane 
gebunden oder selbst bis zu einem Molekulargewicht von 

60 etwa 700 000 g/mol polymerisiert. Ersteres wurde beispiels- 
weise von der Firma Fresenius (Fresenius E. (1976): "Blood 
and Plasma Substitute - Comprising a Colloidal Solution of 
Hydroxyethyl Starch Coupled to Haemoglobin Free 
Stroma", Patentschrift DE-P 26 16-086) und letzteres von 

65 der Firma Biotest (Bonhard K., et al. (1983): "Verfahren zur 
Gewinnung von hepatitissicheren, sterilen, pyrogenfreien 
und stromaTreien Hamoglobinlosungen", Patentschrift DE- 
O 31 30 770) und der Firma Alza (Bonsen P. (1976): "Wa- 
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tcr-soluble Polymerized Hemoglobin", PatenLschrift DE-0 
26 07 706) verfolgt. Eine weitere Strategic bezuglich extra- 
zellularer Losungen ist, das Hamoglobin zu stabilisieren, in- 
dem man es intratetramer vernetzt oder indem man Seiten- 
gruppen anhangt (Oligo-Ethylcnglykol), ohne das (tctra- 5 
mere) Molekulargewicht wesentlich zu erhohen (stabili- 
sierte Hamoglobine (Matsushita M., et al. (1987): "In vivo 
Evaluation of Pyridoxylated Hemoglobin-Polyoxyethylene 
Conjugate", Biomat., Artif. Cells, Artif. Org. 15: 377). Wie 
weiter oben erwahnt, haben extrazellulare Blutersatzlosun- to 
gen in Tierversuchen bezuglich einer Schockbehandlung er- 
folgversprechende Ergebnisse gebracht. 
[0017] Vorteil der Verwendung von Hamoglobinen als 
kiinstliche Sauerstofftrager - gegeniiber Fluorkarbonen - 
ist, daB sich die giinstigen Eigenschaften der naturlichen 15 
Sauerstoffbindung nutzen lassen. Dazu gehoren die optimal 
angepaBte mittlere Sauerstoffafftnitat, die homotrope Ko- 
opcrativitat, also die S-Form der Saucrstoffbindungskurvc, 
sowie der (alkalische) Bohreffekt, der die Basis eines natiir- 
lichen selbstregulatorischen Mechanismus zur gezielten 20 
Sauerstoffabgabe an mangel versorgte Gewebe bildet. 
[0018] A us der diesbeziiglichen Literal ur geht klar hervor, 
daB eine intra-tetramere kovalente Verknupfung der Hamo- 
globinuntereinheiten (Keipert P. E., et al. (1989): "Metabo- 
lism, Distribution, and Excretion of HbXL: A Nondissocia- 25 
tion Interdimerically Crosslinked Hemoglobin with Excep- 
tional Oxygen Offloading Capability", - in: Chang T. M. S., 
Geyer R. P. (Eds.): Blood Substitutes, Marcel Dekker, New 
York 1989) und/oder eine Polymerisation des Hamoglobins 
zu einer starken Erhohung der Verweildauer im Blut fiihrt 30 
(Chang T. M. S. (1987): "Modified Hemoglobin as Red Cell 
Blood Substitutes", Biornater, Med. Devices Artif. Organs 
14: 323-328; Friedman H. J., et al. (1984): "In Vivo Evalua- 
tion of Pyridoxylated-Polymerized Hemoglobin Solution", 
Surg., Gynecol., Obstct. 159: 429-435). Dies ist eine we- 35 
sentliche Voraussetzung fur die kiinische Brauchbarkeit sol- 
cher Losungen. 

[0019] Im Fall der extrazellularen molekular-dispersen 
kiinstlichen Sauerstofftrager hat man jedoch bisher an einem 
sehr groBen Bedarfsfeld - dem chronischen Sauerstoffman- 40 
gel - vorbeientwickelt, indem isonkotische Losungen ange- 
strebt wurden. Die, wie bereits erwahnt, wesentlich haufiger 
auftretenden Folgen chronischer Durchblutungsstorungen 
lassen sich jedoch nur durch sauerstofftransportierende Lo- 
sungen bessern, deren kolloidosmotischer Druck gegen den 45 
normalen (35 mbar) zu vemachlassigen ist, also nur mit 
Hilfe eines sauerstofFtransportierenden Blutadditivs, gewis- 
sermaBen eines "molekularen Erythrozytcnkonzentrats". 
Dies sind kiinstliche Sauerstofftrager auf der Basis von Ha- 
moglobin einer zweiten Generation. 50 
[0020] Bei den verschiedenen Ansatzen, einen kiinstli- 
chen Saucrstofftransporteur zu entwickeln, traten nachfol- 
gend genannte Probleme auf: 

- Erhohung der Sauerstoff-Hamoglobin-Affinitat: der 55 
Halbsattigungsdruck (P50) nimmt durch die chemische 
Modifikation am Hamoglobinmolekul ab. Dadurch 
wird die Abgabe des Sauerstoffs an das Gewebe er- 
schwert. Dies tritt ausgepragt bei der Bindung des Ha- 
moglobins an Dextran auf. Um die Erhohung der Sau- 60 
erstoffaffinitat zu vermeiden, hat man geeignete Effek- 
toren (beispielsweise Pyridoxalphosphat) an die prost- 
hetische Gruppe des Hamoglobins gebunden. 

- Oftmals verkleinert sich zugleich der sogenannte 
n50-Wert (HILL- Index) als Ausdruck verringerter ho- 65 
motroper Kooperativitat (abgeschwachte S-Formigkeit 
der Sauerstoff-Hamoglobin-Bindungskurve), was 
ebenfalls die Versorgung der Gewebe mit Sauerstoff er- 




6 

schwcrt. Diesc S-F6rmigkciL der SaucrstofT-Hamoglo- 
bin-Bindungskurve erleichtert zugleich die Aufnahme 
des Sauerstoffs in der Lunge und dessen Abgabe an die 
Zellen. Fluorkarbone besitzen dagegen eine lineare 
"Saucrstoffbindungskurvc" und haben dahcr nicht die- 
sen funktionellen Vorteil. 

- Der kiinstliche Sauerstofftrager hat oftmals eine zu 
geringe Verweildauer im Organismus, die Ausschei- 
dung der gelosten Hamoglobine erfolgt uber die Niere. 
Im Falle extrazellularer Hamoglobinlosungen als 
kunsdiche Sauerstofftrager hat man versucht, die Aus- 
scheidung durch intermolekulare Vernetzung zu ver- 
hindern; jedoch bleibt trotzdem die Verweildauer der 
extrazellularen Hamoglobine kleiner als gewunscht. 
Hamosomen werden dagegen durch das Retikuloendo- 
theliale System des Organismus aus dem Plasma ent- 
femt. Beispielsweise betrug die Halbwertszeit der 
kiinstlichen Erythrozyten (siche oben) nur 5,8 Stunden. 

- Zu groBer kolloidosmotischer Druck: Dadurch kann 
es zum Volumenverlust kommen (Volumenmangel- 
schock). Dieser Effekt tritt auf, wenn das Molekularge- 
wicht des kiinstlichen Saucrstofftragers mit dem der 
Plasmaproteine vergleichbar ist. Auch ist man hier- 
durch mit der Dosierung des kiinstlichen Sauerstofftra- 
gers nicht frei, sondern muB auf die onkotischen Ver- 
nal tnisse Riicksicht nchmen. 

- Das onkotische Milieu des Plasmas wird weiterhin 
entscheidend durch den sogenannte zweiten Virialko- 
effizienten (A2-Wert) bestimmt: Dieser charakterisiert 
die Wechselwirkung des (stets makromolekularen) 
Saucrstofftragers mit dem Losungsmittcl (Wasser). Die 
Synthese ist so einzurichten, daB dieser Wert nahe null 
ist. 

- Zu hohe Viskositat der Tragerlosung: Diese geht in 
der Regel mit einem zu groBen A2-Wert einher, und sic 
tritt bevorzugt auf, wenn ein Trager aus Kettenmoleku- 
len besteht. Eine zu groBe Viskositat tritt dem EIN- 
STEINschen Viskositatsgesetz gemaB nicht auf, wenn 
die polyineren Tragermolekule kugelig und kompakt 
sind. 

- In vitro-Stabilitat der Tragermolekule. Diese bezieht 
sich einerseits auf den Zerfall der Molekule und ande- 
rerseits auf die oxidative Bildung von Met-Hamogio- 
bin, welches keinen Sauerstoff mehr zu binden vermag 
und schlieBlich auf die Viskositat durch sich langsam 
andernde Wechseiwirkungen zwischen dem Trager und 
dem Albumin des Plasmas. 

- ObermaBige Reaktion des rctikuloendothelialen Sy- 
stems (RES): HauptsachlicherEinfluBfaktorist die rao- 
lekulare GroBe des kunstlichen Tragers. Es gibt dafur 
eine kritische Grenze bei rund 0,3 um: GroBere Teil- 
chcn aktivieren das RES. 

- Nieren- und Leberschadigung: Ein Nierenschock 
tritt vor allem dann auf, wenn stromahaltige Hamoglo- 
binlosung verwendet wurde. Seit man die Losungen ul- 
trafiltriert, wurde eine Nierenschadigung nicht mehr 
beobachtet. Leberschadigungen wurden mit Hilfe des 
Plasmatransaminase-Spiegels indiziert, sie beruhen 
vermutlich auf zellularen Membran-Wechselwirkun- 
gen: die Leber besitzt eine offene Strombahn (fene- 
strierte Kapillaren). 

- Zu uberpriifen ist auch die Blutstillung; es sind Sto- 
rungen im Sinne einer Forderung und einer Hemmung 
denkbar, zu achten ist insbesondere auf die Thrombo- 
zytenaggregation. 

- Antigene Wirkung: Dazu wurde neuerdings in Ho- 
mologversuchen an Ratten gezeigt, daB natives Hamo- 
globin nicht antigen wirksam ist und daB die Polymeri- 
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sation mit Glulardialdehyd die Antigcnitat nicht crhoht 
(Hertzman C. M., et al. (1986): "Serum Antibody Titers 
in Rats Receiving Repeated Small Subcutaneous Injec- 
tion of Hemoglobin or Polyhemoglobin: A Preliminary 
Report", Int. J Artif. Organs 9: 179-182). In der glci- 5 
chen Arbeit wird gezeigt, daB natives und poiymeri- 
siertes Human- Hiimoglobin bei Ratten wenig antigen 
wirkt und daB der Effekt durch die Polymerisation 
hochstens geringgradig verstarkt wird. 

- Toxische Wirkungen lassen sich als pyrogen, vaso- 10 
konstriktorisch - beispielsweise an den Koronargefa- 
Ben - und endotoxisch differenzieren. Die vasokon- 
striktorische Wirkung beruht vermutlich auf dem Ein- 
fangen der Stickstoffmonoxid-Radikale, welche be- 
kanntlich endogene vasodilatorische Steuersubstanzen 15 
sind; die vasokonstriktorische Wirkung lasst sich je- 
doch auch durch die hohe Wirksamkeit der kiinstlichen 
Trager crklaren, indem die glatte Muskuiatur "zu gut" 
mit Sauerstoff versorgt wird. 

- in vivo-Stabilitat: Zu denken ist an einen endogenen 20 
enzymatischen Abbau, beispielsweise durch Proteasen. 

- Uberlastung des Organismus mit Lipoiden (Emulga- 
toren): Diese Komplikation tritt bei der Anwendung 
mikroverkapselter Hamoglobinlosungen und Fluokar- 
bonen auf; hierbei wurde an Ratten eine Komplement- 25 
akti vierung uber den alternati ven Weg sowie cine Anti- 
kbrpcrbildung festgcstellt. 

- Vertraglichkeit der kiinstlichen Trager rnit frischem 
menschlichen Blutplasma, abhangig vom pH-Wert 
kann es zu Fallungen kommen. 30 

[0021] Vermutlich wegen der hier angefuhrten Probleme 
steht bislang ein kunstlicher Sauerstofftrager fur die klini- 
sche Routineanwendung nicht zur Verfugung. Aus der Nen- 
nung der manigfachen Probleme geht hcrvor, dass es nach 35 
wie vor einen groBen Anforderungskatalog an einen brauch- 
baren kunstlichen SauerstofTtrager gibt. 
[0022] In der Natur wird Sauerstoff stets in mikroskopi- 
schen Riesenaggregaten transportiert. Es haben sich hier 
zwei grundsatzlich verschiedene "Problemlosungen" ent- 40 
wickelt. Bei hoheren Tieren (und auch beim Menschen) ist 
der molekulare SauerstofTtrager in Zellen (in den Erythrozy- 
ten) abgepackt. Zweitens entwickelten sich Sauerstoff bin- 
dende Riesenmolekiile, die sich nicht intrazellular, sondern 
extrazellular in einer Hamolymphe gelost finden, diese Va- 45 
riante trifft man vorwiegend bei niederen Tieren in verschie- 
dener Auspragung an. Anneliden besitzen beispielsweise 
hochmolekulare Hamoglobine mit einem mittleren Moleku- 
largewicht urn 3 000 000 g/Mol als SauerstofTtrager. Ferner 
gibt es sogenannte Hamerythrine, bei welchen das Eisen, als 50 
Sauerstoffbinder, selbst direkt mit dem Protein molekular 
verknupft ist. SchlieBlich flndet man die Hamocyanine mit 
einem Molekulargewicht um 8 000 000 g/Mol, bei welchen 
Kupfer das Sauerstoff bindende SchwermetalHon ist, vgl. 
auch Barnikol W. K. R., et al (1996): "Hyperpolymere Ha- 55 
moglobine als kiinstliche SauerstofTtrager. Ein innovativer 
Ansatz der medizinischen Entwicklung", Therapiewoche 
46:811-815. 

[0023] Der entwicklungsgeschichtliche Ubergang vom 
extrazellular gelosten Sauerstofftrager zum Erythrozyten hat 60 
dazu gefiihrt, daB sich der Sauerstoffgehalt der Blutftussig- 
keit um den Faktor drei erhoht: Wahrend 1 mL "Blut" des 
Regenwurms nur 3,6 umol Sauerstoff maximal zu binden 
vermag, werden in dem gleichen Volumen des Menschen- 
bluts bis zu 9,0 umol Sauerstoff gebunden. 65 
[0024] Der Regenwurm besitzt in seinem Blut Riesenmo- 
lekiile (Erythrocruorin) als Sauerstofftrager mit einem Mo- 
lekulargewicht von etwa 3400000 g/mol mit rund 200 Bin- 
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dungsstellen fur Sauerstoff. Zudem ist das Molekul sehr 
kompakt und seine Quartarstruktur hochgeordnet. Das Mo- 
lekul ist so groB, daB man es mit Hilfe des Elektronenmikro- 
skops direkt sichtbar machen kann, Seine Konzentration in 
der Haiiiolyrnphc betragt mindestens 6 g/dL. Vermcssen der 
Sauerstoffbindungskurve unter simulierten In-vivo-Bedin- 
gungen ergibt einen Halbsattigungsdruck (P50) von 9,1 Torr 
(Barnikol W. K. R., Burkhard O. (1987): "Highly Polymeri- 
zed Human Haemoglobin as an Oxygen Carrying Blood 
Substitute", Advances in Experimental Medicine and Bio- 
logy Volume 215: 129-134; Barnikol W. K. R. (1986): "The 
Influence of Glutardialdehyde on the Oxygen Cooperativity 
of Human Hemoglobin", Pfliigers Archiv 406: R 61). Dieses 
System versorgt also die Zellen des Regenwurms ausrei- 
chend mit Sauerstoff. Durch das extrem hohe Molekularge- 
wicht hat das Hamoglobin des Regenwurms praktisch keine 
kolloidosmotische Wirkung mehr (nur etwa 0,4 mbar). Da- 
mit sind, wie im Blut des S augers - der onkotische Druck 
der Erythrozyten betragt nur 10~ 7 Torr - die beiden Funktio- 
nen Kolloidosmolaritat und Sauerstoffbindung entkoppelt, 
und beide konnen als StellgroBen vom Organismus frei vari- 
iert werden. 

[0025] Will man das Prinzip des Regenwurm-Systems auf 
kiinstliche SauerstofTtrager, die auf menschlichem oder tie- 
rischem Hamoglobin beruhen, ubertragen, so muB das Ha- 
moglobin-Molckul so vcrandert werden, daB es als cxtrazel- 
lulares Ricsenmolekiil mit vernachlassigbarem onkotischen 
Druck den normalen Sauerstofftransport der Erythrozyten 
zumindest zeitweilig unterstutzen kann. Solche kunstlichen 
Sauerstofftrager sind dann hochpolymerisiertes Hamoglo- 
bin, welches alien oben erwahnten Problematiken Rechnung 
tragen muB. Regenwurm-"Hamoglobin", welches zwar die 
Anforderungen an onkotischen Druck erfullt, wird sich zu 
diesem Zweck fur den Menschen nicht verwenden lassen, 
weil es eine vermutlich zu groBe Antigcnitat besitzt; zudem 
ist der Halbsattigungsdruck mit 9 Torr zu niedrig (Barnikol 
W. K. R., Burkhard O. (1987): "Highly Polymerized Human 
Haemoglobin as an Oxygen Carrying Blood Substitute", 
Advances in Experimental Medicine and Biology, Volume 
215: 129- 134; Barnikol W. K. R. (1986): "The Influence of 
Glutardialdehyde on the Oxygen Cooperativity of Human 
Hemoglobin", Pfliigers Archiv 406: R 61). Zudem ist es ver- 
mutlich nicht in den erforderlichen Mengen gewinnbar. 
[0026] Bisher wurde bei der Entwicklung kunstlicher Sau- 
erstofftrager deren Halbsattigungdruck genau auf den fur 
den Menschen normalen Wert von etwa 26 Torr einzustellen 
versucht. Herversuche zeigen allerdings, daB ein molekular- 
disperser kunstlicher Sauerstofftrager mit einem Halbsatti- 
gungsdruck von etwa 15 Torr Organe am besten oxygeniert 
(Conover et al. (1999), Art. Cells, Blood Subst., and Immo- 
bil. Biotech. 27 93-107). Andererseits zeigen aber Tierver- 
suche auch, daB fur eine ausreichende Sauerstoffvcrsorgung 
mindestens ebenso wichtig eine geniigend groBe Sauerstoff- 
kapazitat des Blutes ist (Moss G. S., et al. (1984): "Hemo- 
globin Solution - From Tetramer to Polymer", - in: The Red 
Cell: Sixth Aven Arbor Conference, Alan R. Riss, New York 
1984: 191-210). Diese hangt wiederum von der moglichen 
Konzentration des Sauerstofftragers im Plasma ab. Weiter- 
hin zeigte sich hierbei, daB ein Halbsattigungsdruck von 26 
Torr nicht unbedingt eingehalten werden muB. Wesentlich 
ist vielmehr, daB ein bestimmter kritischer Wert nicht unter- 
schritten werdem darf. 

[0027] Zu den Forderungen bei der Entwicklung eines 
kunstlichen Sauerstoffstragers kommt hinzu, dass ein Her- 
stellungsverfahren moglichst einfach und damit wirtschaft- 
lich sein soli, vor ailem, da ab initio steril gearbeitet werden 
muss. Das Produkt soli in moglichst groBer Ausbeute erhal- 
ten werden konnen. Es sollte zugleich Material zur Verwen- 
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dung als Blut-Additiv sowie solches zur Verwendung als 
Sauerstoff-transportierende Blutvolumen-Substitut wahrend 
der Vernetzungsreaktion entstehen. 
[0028] Insbesondere ist ferner bei der Herstellung der 
kiinstlichen Polymercn aus Hamoglobin durch Verkniipfung 5 
der Hamoglobin-Molekiile iiber ihre Aminogruppen mittels 
geeigneter bifunktioneller Vemetzer darauf zu achten, dass 
sich nicht molekulare Netzwerke bilden, die unloslich sind 
und daher die Produktausbeute verringern. Daher ist das 
Entstehen der sogenannten sogenannte Perkolations-Vertei- 10 
lung des Molekulargewichts zu verhindern: 
Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
hypo-onkotische kunstliche Sauerstofftrager aus vernetztem 
Hamoglobin, die optimierte gute funktionelle Eigenschaf- 
ten, insbesondere der Charakteristik der SauerstofTbindung, 15 
besitzen und die geeignet sind als Pharmazeutikum im Men- 
schen angewendet zu werden, in einem technisch einfachen 
Prozess in groBer Ausbeutc herstellen zu konnen. 
[0029] Die Aufgabe wird erfindungsgemaB, wie nachfol- 
gend beschrieben, gelost. Das fundamentale Problem der 20 
Entstehung einer Perkolationsverteilung der Multimerisati- 
onsgradc und Molekulargcwichte durch die Vernetzung der 
polyfunktionellen Hamoglobine mit dem bifunktionellen 
Vernetzer Glutardialdehyd konnte uberraschenderweise da- 
durch beseitigt werden, indem wahrend der Vernetzung das 25 
Volumen des Reaktionsgemisches sehr stark (insgesamt 2- 
bis 10-fach) vergroBcrt wird, und zwar, indem zunachst zu- 
gleich der Vernetzer in verdtinnter Losung zugegeben und 
anschlieBend zusatzlich mit Wasser verdiinnt wird. Dadurch 
entstehen vernetzte Hamoglobine mit hohem Vernetzungs- 30 
grad in groGer Ausbeutc, ohne dass cine Perkolationsvertei- 
lung der Molekulargewichte unter Bildung unlosiicher mo- 
lekularer Netzwerke entsteht. Das Rohprodukt der Vernet- 
zung zeichnet sich vielmehr durch eine bestimmte ge- 
wiinschte (ungcfahre) Obergrenze des Molekulargewichts- 35 
bereichs aus. Man erhalt im Gel-Chromatogramm eine so- 
genannte Viereck-Verteilung des Molekulargewichtes (vgl. 
Fig. 1, Fig. 2 und Fig. 3). 

[0030] Die erfindungsgemaBe Herstellung umfasst also 
folgende Schritte: 40 
In einer Eintopf-Reaktion wird Hamoglobin 

i) zunachst desoxygeniert, insbesondere durch Uber- 
stromen mit Sticks toff; 

ii) anschlieBend kovalent mit einem chemisch reakti- 45 
ven Effektor der Sauerstoffbindung umgesetzt; 

iii) dann die Losung mit einem chemisch nicht reakti- 
ven Effektor vcrsetzt und sodann 

iv) das Hamoglobin mit Glutardialdehyd, unter sehr 
starker Verdunnung (2- bis 5-fach) des Volumens des 50 
Reaktionsgemisches, bei gleichzeitiger Zugabe des 
Vernctzters (in Losung), stabil kovalent miteinander 
vernetzt und anschlieBend das Reaktionsvolumen mit 
Wasser weiter erhoht (Gesamtverdiinnung der Losung 
auf das 2-10, insbesondere 2-7, besonders 5-6- f ache 55 
an Volumen) und sodann 

v) ein Polyethylenoxid kovalent angeknupft. 

[0031] Das erhaltene Produkt kann in bekannter Weise 
aufgearbeitet werden. 60 
[0032] Bevorzugt stammt das Ausgangshamoglobin vom 
Schwein oder vom Menschen, ganz besonders bevorzugt 
vom Schwein, besonders vom Hausschwein. 
[0033] Insbesondere wird erfindungsgemaB in Schritt iii) 
Glutardialdehyd in einer sehr stark verdunnten Losung zeit- 65 
gesteuert zugegeben. Bevorzugt erfolgt anschlieBend eine 
weitere Verdunnung und Erhohung des Reaktionsvolumens 
mit Wasser, so dass die obengenannte Gesamtverdiinnung 
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erzielt wird. 

[0034] Dabei ist bevorzugt, dass in Schritt iv) Glutardial- 
dehyd in einer molaren Menge von 6-10, insbesondere 
7-9 mol/mol, bezogen auf monomeres Hamoglobin, gelost 
in 1-4, bevorzugt 1-2, insbesondere 1,5-2, ganz besonders 
bevorzugt 1,7-1,9 L Wasser, pro Liter urspriinglicher Reak- 
tionslosung zugesetzt wird. 

[0035] Dieser Zusatz erfolgt zeitgesteuert zwischen etwa 
3 und 15, bevorzugt 3-10, insbesondere 4-6 Minuten. 
[0036] AnschlieBend reagiert die Losung zwischen 1 und 
6 Stunden. 

[0037] Es ist femer bevorzugt, dass der das Hamoglobin 
enthaltenden Losung vor der Umsetzung gemass dem 
Schritt ii) 2-8, insbesondere 3-6, ganz besonders bevorzugt 
3-4 Mol Natriumascorbat pro Mol unvernetztes Hamoglo- 
bin, zugegeben wird. Diese Umsetzung erfolgt iiber 0,5-6 
Stunden, insbesondere 70- 120 Minuten. 
[0038] Ferner wird bevorzugt in Schritt ii) als Effektor Py- 
ridoxal-5'-phosphat in einem molaren Verhaltnis, bezogen 
auf monomeres Hamoglobin, von 0,5 bis 3, bevorzugt 1 bis 
2,5 mol/mol kovalent iiber einen Zeitraum von 0,5-20, ins- 
besondere 1-7 Stunden angebunden. 
[0039] ErfindungsgemaB weiterhin vorteilhaft und bevor- 
zugt ist es, dass in Schritt ii) sowie in Schritt iv) nach der ko- 
valenten Anbindung von Pyridoxal-5-phosphat sowie von 
Glutardialdehyd jeweils reduktives Nalriumborhydrid hin- 
zugesctzt wird. 

[0040] Dies wird insbesondere in Schritt ii) in einer 
Menge von 1-9, bevorzugt 1-5, insbesondere 1-2,5 mol/ 
mol z. B. fur 30 bis 90 min., und in Schritt iv) in einer 
Menge von 5-20, insbesondere 6-12 mol/mol, jeweils bezo- 
gen auf monomeres Hamoglobin, fur 15 bis 100 min. zuge- 
setzt. 

[0041] Besonders bevorzugt wird in Schritt iii) als che- 
misch nicht reaktiver Effektor 2,3-Bisphosphoglyzerat in ei- 
ner Menge von 0,5-6, insbesondere 1-4 mol/mol, bezogen 
auf monomeres Hamoglobin, zugesetzt und etwa 5-50 Mi- 
nuten, insbesondere 10- 20 und ganz besonders 15 Minuten 
danach Glutardialdehyd zugesetzt. 

[0042] Als Polyethylenoxid wird bevorzugt ein Polyethy- 
lenglykol-Ether z. B. mit einem CI - C5-Alkylrest wie Me- 
thyl, Ethyl Butyl, mit einem Molekulargewicht von 500 bis 
3000g/Mol angeknupft, insbesondere ein Methoxy-Poly- 
ethylenglykol-Derivat mit einem Molekulargewicht von 
1500-2500 g/Mol, insbesondere 2000 g/mol, wie insbeson- 
dere Methoxy-Polyethylengiykol-Succinimidylpropionat-, 
in Mengen von 2-12, insbesondere 3-8 mol/mol Hamoglo- 
bin. Andere Derivatisierungsprodukte sind Methoxy-Poly- 
ethylenglykol-Succinimidyl-Succinamid und Methoxy-Po- 
lyethylenglykol-Succinimidyl-Oxyacetat. 
[0043] Die Anknupfung von Polyalkylenoxid an nicht 
vernetzte Hamoglobine ist beschrieben in US A-4 179 337, 
US 5 478 805, US 5 386 014, EP-A 0 206 448, EP- 
A 0 067 029, DE-OS 30 26 398. 

[0044] Die Umsetzung erfolgt vorzugsweise iiber 1-4, 
insbesondere 2-3 Stunden. 

[0045] Es ist ferner vorteilhaft, dass alle Herstellungsreak- 
tionen in insbesondere durch Tonometrie mit sauerstoff- 
freien Gasen vom SauerstofT befreiten Losungen erfolgen. 
Das verwendete Verfahren ist beschrieben in: Potzschke H.: 
Hyperpolymere des menschlichen Hamoglobins: Entwick- 
lung praparativer Verfahren zu ihrer Synthese, Validierung 
analytischer Methoden und Gerate zu ihrer Charakterisie- 
rung, Dissertation, Medizinische Fakultat, Universitat Wien, 
1997. 

[0046] Das erhaltene Produkt kann auf ubliche Weise, wie 
nachfolgend geschildert, aufgearbeitet werden. Es weist ins- 
besondere eine Verteilung der Molekulargewichte von 
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50 000 bis zu 5 000 000 auf, gegebenenfalls bis zu 
lOOOOOOOg/Molodermehr. 

[0047] Bevorzugt kann das erhaltene Produkt durch eine 
praparative stofftrennende Methode, wie beispielsweise 
eine praparative Volumenausschluss-Chromatographie, cine 5 
Ultrafiltration, eine fraktionierte Fallung, z. B. mit Poly al- 
ky lenoxiden oder Salzen wie Ammoniumsulfat als Fallmit- 
tel, oder eine Feld-Fluss-Frakuonier-Methode (vgl. Curling 
J, M. (Hrsg.) Methods of Plasma Protein Fractionation, Aca- 
demic Press, London u. a. 1980, sowie die Patentschriften to 
EP-A 0 854 151 und EP-A 95 107 280) in eine Fraktion mit 
groBer und eine Fraktion mit niederer mittlerer molekularer 
Masse getrennt werden, wobei bevorzugt die TYenngrenze 
bei 700 000 g/mol liegt. 

[0048] Aus dem Produkt rnit hochmolekularer Masse und 15 
aus dem Produkt mit niedermolekularer Masse kann je eine 
pharmazeutische Zubereitung hergestellt werden, wobei aus 
dem niedermolckularcn Anteil der Polymeren ein parentera- 
les Blutsubstitut und aus dem hohermoiekularen Anteil der 
Polymeren ein parenterales Blutadditiv erhalten wird. 20 
[0049] Die pH-Wert-Einstellung vor (und nach) den ein- 
zelnen Reaktionsschritent erfolgt vorzugswcisc mil Milch- 
saure oder Natronlauge auf Werte zwischen 6 und 10, je 
nach Reaktionsschritt, z. B. 6,5-7,5 vor Schritt ii), anschlie- 
Bend auf 7,5-8,5 und nachfolgend wieder auf 6,5-7,5 vor 25 
Schritt iii), danach auf 7,5 bis 9, sowie vor Schritt v) auf 
7,5-10. 

[0050] Die Konzentration an Hamoglobin betragt vor- 
zugsweise 200-380 g/L, insbesondere 240-360 g/L, die L6- 
sung enthalt weiterhin 10 bis 150mmol/L NaHC0 3 sowie 30 
10 bis 150mmol/LNaCl. 

[0051] Die Temperatur wahrend der "Eintopf-Reaktion" 
betragt 2-42°C, insbesondere 3-25°C, bevorzugt 4-22°C. 
[0052] Der erfindungsgemaB hergestellte kunstliche Sau- 
erstofftrager weist vorzugsweise einen n50-Wert (Koopera- 35 
tivitat) von 1,6 bis 2,5 und einen p50-Wert (Halbsattigungs- 
druck) von 16 bis 24 Torr auf. 

[0053] Das erfindungsgemaB erhaltene Produkt mit den 
genannten Charakteristiken kann verwendet werden zur 
Herstellung eines Mittels zur intravasalen oder biomedizini- 40 
schen Anwendung als kunstlicher Sauerstofftrager, oder in 
Form einer pharmazeutischen Zubereitung als ein Ersatz des 
Blutes (Blutsubstitut) oder als ein Zusatz zum Blut zur Erho- 
hung der Sauerstofftransport-Kapazitat (Blutadditiv) oder 
zu einer Nahrlosung, im menschlichen und tierischen Orga- 45 
nismus, in einzelnen Organen oder in biotechnischen An- 
wendungen, insbesondere zur Behandlung eines chroni- 
schen Sauerstoffmangels beim Mcnschen. 
[0054] Zur Herstellung der zu verabreichenden Produkte 
werden die erfindungsgemaBen Hamoglobin-Derivate in ge- 50 
eigneten Medien, wie Infusionslosungen, beispielsweise in 
wassriger Kochsalz- oder Glukoselosung, vorzugsweise in 
dem Blutplasma isotonischen Konzentrationen, gelost. 
[0055] Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht somit auf 
einzelnen aufeinander abgestimmten Reaktionsschritten, 55 
deren Bedeutung und Auswirkung nachfolgend erlautcrt 
wird. 

[0056] Als Ausgangsmateriai dient sehr reines Hamoglo- 
bin. Dieses kann nach bekannten Verfahren aus frischem 
Blut von Schlachttieren oder beispielsweise aus uberalterten 60 
Blutkonserven gewonnen werden. Verfahren zur Gewin- 
nung gereinigten Hamoglobins sind beschrieben in: Anto- 
nini E. et al. (Hrsg.): Hemoglobin (Colowick S. P., Kaplan 
N. O. (Hrsg.): Methods in Enzymology, Volume 76), Acade- 
mic Press, New York u. a. 1981. 65 
[0057] Wie erwahnt, ist erfindungsgemaB wahrend der 
Vernetzung mitGlutardialdehyd, welche an sich bekannt ist, 
vgl. DE 24 99 885, US 4 857 636, US-A4 001200, US- 
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A 4 001 401, DE 449 885, US 5 439 882, EP-A 0 201 618, 
das Hamoglobin desoxygeniert (d. h. von seinem physiolo- 
gischen Liganden Sauerstoff befreit), denn nur aus wahrend 
der Vernetzung desoxygeniertem Hamoglobin hergestellte 
Poly mere besitzen Saucrstoffbindungseigcnschaften, die ei- 
nen Einsatz als kunstlicher Sauerstofftrager in den ge- 
wiinschten Indikationen ermoglichen. 
[0058] Vorzugsweise kann zum weiteren Schutz vor Oxi- 
dation des Hamoglobins durch Spuren von verbliebenem 
Sauerstoff dieser durch chemische Reaktion mit Ascorbat- 
Ionen entfernt werden. 

[0059] Als Effektor der Sauerstoffbindung wird insbeson- 
dere Pyridoxal-5'-phosphat, in einer an den funktionellen 
Eigenschaften des Endproduktes optimierten Menge, kova- 
lent an das Schweine- oder Humanhamoglobin angebunden. 
Diese Anbindung von Pyridoxal-5-phosphat an Hamoglo- 
bin ist prinzipiell bekannt, beispielsweise beschreibt die Pa- 
tentschrift EP-P 0 528 841 ein Verfahren zur Herstellung 
pyridoxilierten Hamoglobins. Die Pyridoxilierung fuhrt zu 
dem gewiinschten Halbsattigungsdruck-Werten, wenn so 
wie erfindungsgemaB beschrieben, vorgegangen wird. 
[0060] Die Verkniipfungsstellen (Aldimine = SchifTsche 
Basen) der nicht stabilen kovalenten Anknupfung von Pyri- 
doxal-5-phosphat konnen bekanntlich (s. o.) durch Reduk- 
tion mit Natriumborhydrid stabilisiert (es entstehen Amine) 
werden, wobei erfindungsgemaB die genannten besonderen 
Bedingungen eingehalten werden. Zum Schutz der Fahig- 
keit der Hamoglobinmolekule zu einer homotropen Koope- 
rativitat der Sauerstoffbindungsstellen mit einander, die 
durch die Vernetzung des Hamoglobins mit dem Vernetzer 
Glutardialdehyd meist deutlich verloren gcht, wird erfin- 
dungsgemaB vor der Vernetzung 2,3-Bisphosphoglyzerat, 
ein (heterotroper) chemisch nicht reaktiver Effektor der 
Sauerstoffbindung des Hamoglobins, zugegeben. Dieser 
kann somit wahrend der Vernetzung rcversibel an seine Bin- 
dungsstelle im Hamoglobinmolekul angelagert sein. Nach 
der Synthese wird 2,3-Bisphosphoglyzerat zusammen mit 
unverbrauchten Reaktanden sowie uberfliissigen Reaktions- 
produkten vollstandig entfernt (siehe weiter unten). Als bi- 
fiinktioneller Vernetzer wird Glutardialdehyd unter den er- 
findungsgemaBen oben angegebenen Bedingungen einge- 
setzt. 

[0061] Die Verkniipfungsstellen (Aldimine = Schiffsche 
Basen) der vernetzenden molekularen Glutardialdehyd- 
Briicken werden wie beschrieben durch Reduktion mit Na- 
triumborhydrid stabilisiert (es entstehen Amine), wobei die 
erfindungsgemaBen Bedingungen einzuhalten sind. 
[0062] Durch die Vernetzung entstehen vemetztc Hamo- 
globine mit einer Verteilung der Molekulargewichte zwi- 
schen etwa 50 000 und 5 000 000 g/mol (und groBer, z. B. 
10-15 000 000 g/mol). 

[0063] Zur Verbesserung der Vertraglichkeit mit Plasma- 
proteinen wird an das vernetzte Hamoglobin ein Polyethy- 
lenoxid (MW)-Derivat, insbesondere das oben erwahnte 
monofunktionell aktivierte (Methoxy-)Polyethylenglykol 
rnit einem Molekulargewicht von 1500-2500 g/mol ange- 
knupft. Die Anknupfung von Polyethylenglykol (PEG), die 
sogenannte Pegylierung an als auch die Vernetzung von Ha- 
moglolbinen ist an sich bekannt (vgl. auch E. Tfcucheda 
(Hfsg): Blood Substituts: Present and Future Perspectives, 
Elsevier Science, Amsterdam 1998). 
[0064] Neu sind jedoch sowohl Pegylierung als auch Ver- 
netzung von Hamoglobinen zusammen, sowie die Anwen- 
dung des chemisch nicht wirksamen Effektors vor der Ver- 
netzung, was insbesondere zum Erhalt der Kooperativitat 
beitragt, als auch insbesondere die geschilderten Vernet- 
zungsbedingungen. Durch die hier vorgenommene Pegylie- 
rung wird nunmehr die ohnehin schwache Reaktion des 
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RES und audi der enzymatischc Abbau durch Proteascn 
verhindert. 

[0065] Die pH-Wert-Einstellung erfolgt wie oben geschil- 
dert. 

[0066] Durch die crhaltene Reaktionsabfolge und Bedin- 5 
gungen hierrur kann so zum einen die Entstehung einer Per- 
flations verteilung verhindert werden (durch die erfin- 
dungsgemaBe Verdiinnung), andererseits konnen auch die 
durch Vemetzung und kovalente Anbindungen an Hamoglo- 
bin z. B. von Glutardialdehyd, Pyridoxalphosphat und Poly- 10 
ethylenoxid bedingten unerwunschten Anderungen der Sau- 
erstoffaffinitat und Kooperativitat vermieden werden und 
insbesondere auch eine hohe Plasmavertraglichkeit erzielt 
werden. 

[0067] Alle Reaktionsschritte tragen zusammen zu diesen 15 
besonderen Eigenschaften des erfindungsgemaB hergestell- 
ten Produktes bei. 

[0068] Die weiterc Aufarbeitung liegt im Rahmen der 
Kenntnis des Fachmannes: 

Unlosliche Bestandteile konnen durch Zentrifugation (bei- 20 
spielsweise fur 20 Minuten mit einer relativen Zentrifugal- 
beschleunigung von 20000 g) abgetrennt werden. 
[0069] Die vernetzten Hamoglobine werden durch einen 
(bekannten) praparativen Verfahrensschritt, beispielsweise 
durch eine Volumenausschluss-Chromatographie oder eine 25 
Ultrafiltration, eine fraktionierte Fallung oder eine Fcld- 
Russ-Fraktionicrung, in einen nieder- und einen hoher mo- 
lekularen Anteil aufgetrennt. Bei Wahl geeigneter Methoden 
(besonders wichtig sind beispielsweise die Nominelle Mole- 
kulargewichts-Trenngrenze der Ultrafiltrationsmembrane 30 
oder der Molekulargewichts-Trennbcreich des verwendcten 
Gels) werden dabei zugleich alle unverbrauchten Reaktan- 
den sowie unerwiinschte Reaktionsprodukte entfernt. 
[0070] Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung der Er- 
findung ist anhand des nachfolgenden Hcrstellungsbeispicls 35 
naher erlautert: 

Gereinigtes Schweine- oder Humanhamoglobin mit einer 
Konzentration zwischen 200 und 380 g/L, bevorzugt zwi- 
schen 240 und 360 g/L, ist in einem wassrigen Elektrolyten 
gelost. Dieser enthalt Natriumhydrogenkarbonat mit einer 40 
Konzentration zwischen 10 und 150mmol/L, bevorzugt 
zwischen 40 und 60 mmol/L, sowie Natriumchlorid mit ei- 
ner Konzentration zwischen 10 und 150 mmol/L, bevorzugt 
zwischen 50 und 100 mmol/L. 

[0071] Die Temperatur betragt von 2 bis 42°C, bevorzugt 45 
zwischen 3 und 25°C. Diese Hamoglobinlosung wird ge- 
riihrt, durch Uberstromen reinen Stickstoffs erfolgt eine 
Desoxygenierung des Hamoglobins. 
[0072] Zu dieser Losung werden 2 bis 8, bevorzugt 3 bis 
4 mol Natrium- Ascorbat (als 1-molare Losung in Wasser) 50 
pro Mol Hamoglobin zugegeben und zwischen 0,5 und 6 h, 
bevorzugt zwischen 70 und 120 Minuten, reagieren lassen. 
[0073] Der pH-Wert der Losung wird nun mit Milchsaure 
oder Natronlauge (einer Konzentration zwischen 0,1 und 1, 
bevorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwi- 55 
schen 6,5 und 7,5, bevorzugt zwischen 6,9 und 7,3 titricrt. 
Nun werden 0,5 bis 3,0, bevorzugt 1,0 bis 2,5 mol Pyrido- 
xal-5-Phosphat je Mol Hamoglobin zugegeben und zwi- 
schen 0,5 und 20, bevorzugt zwischen 1 und 7 h, reagieren 
lassen. 60 
[0074] Der pH-Wert wird mit Natronlauge oder Milch- 
saure (einer Konzentration zwischen 0,1 und 1, bevorzugt 
zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwischen 7,5 
und 8,5, bevorzugt zwischen 7, 7 und 8,2, eingesteilt. 
[0075] Jetzt werden 1,0 bis 9,0, bevorzugt etwa 1,0 bis 65 
2,5 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare Losung in 0,01- 
molarer Natronlauge) zugegeben und zwischen 30 und 90, 
bevorzugt zwischen 50 und 70 Minuten, reagieren lassen. 
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[0076] Der pH-Wert der Losung wird mit Milchsaure oder 
Natronlauge (einer Konzentration zwischen 0,1 und 1, be- 
vorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwi- 
schen 6,5 und 7,5, bevorzugt zwischen 6,9 und 7,5 titriert. 
Nun werden 0,5 bis 6,0, bevorzugt 1,0 bis 4,0 Mol 2,3- 
Bisphosphoglyzerat je Mol Hamoglobin zugegeben und 
zwischen 5 und 50, vorzugsweise zwischen 10 und 20 Mi- 
nuten, reagieren lassen. 

[0077] AnschlieBend erfolgt die kontrollierte zeitgesteu- 
erte Zugabe des bifunktionellen Vernetzers, es werden zwi- 
schen 6 und 10, bevorzugt zwischen 7 und 9 Mol Glutardial- 
dehyd je Mol Hamoglobin, gelost in 1-4, bevorzugt in 1,5 
bis 2 L Wasser je Liter Hamoglobinlosung, innerhalb 3 bis 

10, bevorzugt innerhalb 4 bis 6 Minuten zugegeben und 
zwischen 1 und 6, bevorzugt zwischen 2 und 3 h, reagieren 
lassen. 

[0078] Der pH-Wert wird mit Natronlauge oder Milch- 
saure (einer Konzentration zwischen 0,1 und 1, bevorzugt 
zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwischen 7,5 
und 9,0, bevorzugt zwischen 7,6 und 8,8, eingesteilt. 
[0079] Es werden 5 bis 20, bevorzugt 6 bis 12 Mol Natri- 
umborhydrid (als 1-molare Losung in 0,01 -molarer Natron- 
lauge) je Mol Hamoglobin zugegeben und zwischen 15 und 
100, bevorzugt zwischen 30 und 80 Minuten, reagieren las- 
sen. 

[0080] Dann erfolgt cine Zugabe von 0 bis 4, bevorzugt 
zwischen 0,5 und 3 L Wasser je Liter der urspriinglichen 
Hamoglobinlosung. 

[0081] Der pH-Wert wird, falls erforderlich, mit Natron- 
lauge oder Milchsaure (einer Konzentration zwischen 0,1 
und 1 , bevorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen 
Wert zwischen 7,5 und 10, bevorzugt zwischen 8 und 9, ein- 
gesteilt. 

[0082] Nun werden je Mol monomeren Hamoglobins zwi- 
schen 2 und 12, bevorzugt zwischen 3 und 8 mol eines akti- 
vierten Polyethylenoxid-Derivat, bevorzugt Melhoxy-Suc- 
cinimidylpropionat-Polyethylenglykol, mit einem Moleku- 
largewicht zwischen 500 und 3000, bevorzugt 1000 und 
2500 g/Mol, insbesondere 2000 g/Mol zugegeben. 
[0083] AnschlieBend wird, bei weiterem Ruhren der Ha- 
moglobinlosung, die Stickstoffatmosphare fur 1 bis 3 Stun- 
den durch reinen Sauerstoff ersetzt und das Hamoglobin so 
ziigig oxygeniert. 

[0084] Die Aufarbeitung erfolgt wie oben geschildert. 
[0085] Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens 
lassen sich sornit wie folgt zusammenfassen: 
Durch die erfindungsgemaBe Reaktionsabfolge, insbeson- 
dere die Reaktionsvolumenerhohung in Schritt iv) des Ver- 
fahrens, wird ein Produkt erhalten, welches vollstandig zur 
Herstellung kiinstlicher Sauerstofftrager verwendet werden 
kann, und zwar je etwa halftig als Blut-Additiv (die Fraktion 
mit den vernetzten Hamoglobine hoherer Polymerisations- 
grade: Fraktion I) und als Blutvolumen-Substitut (Fraktion 

11, mit den niedermolekularen Anteilen). DieTrennung kann 
in einfacher Weise mit bekanntem Verfahren erfolgen, ei- 
nigc moglichc Methoden sind beispielsweise in den Patent- 
schriften EP-A 95 107 280 und EP-A 97 100 790 angefuhrt. 
Die Polymeren der Fraktion I, vorzugsweise bis zu einem 
Molekulargewicht von groBer 700 000 g/Mol sind so hinrei- 
chend rnolekular einheitlich, dass sie in der wiinschenswer- 
ten therapeutischen Plasmakonzentration einen ausreichend 
geringen kolloidosmotischen Druck besitzen. Durch diese 
Molekulareinheitlichkeit wird zugleich ein kleiner Virialko- 
effizient, wie auch eine geringe Viskositat erreicht. Die Ver- 
traglichkeit mit den Proteinen des Blutplasmas, ausreichend 
groBe Immunvertraglichkeit und intravasale Verweildauer, 
wie auch eine ausreichend geringe vasokonstriktorische Ne- 
benwirkungen, d. h. eine geringe Extravasation, der Poly- 



DE 100 31 740 Al 

15 16 

meren der Molekiilf miction I wird durch eine kovalentc An- difikation der Mikromcthodc nach Nicscl und Thews 

knupfung von Polyalkylenoxiden erzielt. Dariiberhinaus zur Messung von (VHb-Bindungskurven in Vollblut 

wird der Forderung nach Einfachheit und Wirtschaftlichkeit und konzentrierten Hb-Losungen", Respiration 36 

bei diesem neuen Verfahren in entscheidender Weise inso- 86-95). 

fern Rechnung gctragen, als die gesamte Herstellung in ei- 5 5. Die Untersuchung der Plasma vertraglichkcit ver- 

nem einzigem GefaB stattfindet (sogenannte Eintopf-Her- netzter Hamogiobine erfolgte mittels eines standardi- 

stellung) und hohe Ausbeuten von uber 70% erzielt werden, sierten in vitro - Fallungstests (Domack U (1997) 

wobei die Ausbeute an Polymeren mit einem Molekularge- "Entwicklung und in vivo - Evaluation eines kiinstli- 

mAol 1 VOn T. Uber 700 °°° g/m01 mehr 3ls 15% betr * gL chen Sauerstofftragers auf Basis von Rinderhamoglo- 

[0086] Das HersteUungsverfahren ermoglicht die Prapara- 10 bin", Dissertation, Fachbereich Chemie, Johannes Gu- 

tion modifizierter und vernetzter Hamogiobine in wenigen tenberg-Universitat, Mainz 1997): Hamoglobinlosun- 

Verfahrensschntten. Die gewahlten Verfahrensparameter gen (Hamoglobingehalte etwa 30 g/L, in einem wassri- 

fuhren dabei zu einer definierten Verteilung modifizierter gen Elektrolyten (StLg) der Zusammensetzung 

Hamoglobin-Polymeren, die als kiinstliche Sauerstofftrager 125 mM NaCl, 4,5 mM KC1 und 3 mM NaN 3 ) wurden 

geeignet auch den physiologischen Gegebenheiten im Blut- 15 mit gleichen Mengen frisch gewonnenen, steril filtrier- 

™" U "i trS8t ten menschliche n Plasmas gemischt und anschlieBend 

10087] Weiterhin ist die Kooperativitat des unvemetzten zu jeweils 500 uL der Mischung bis zu 20 uL 0 5-mo- 

Hamoglobins im vernetztcn Produkt weitgehend crhalten larc Milchsaure zugesctzt und cingemischt, so dass 

^«i r Halbs * tt, g un 8 sdruck geeignet justierbar. sich fur jedes zu untersuchende Hamoglobin-Derivat 

10088] Die erfindungsgemaB hergestellten kunstlichen 20 jeweils pH-Werte aus einem Bereich zwischen etwa 7 4 

Sauerstofftrager aus vernetztem Hamoglobin sind bei paren- bis 6,8 ergaben. Nach einer Inkubation von 30 Minuten 

tcraler Apphkation plasmavertraglich, und konnen klinisch bei Raumtemperatur und Zcntrifugation der Proben er- 

^^n^!? 8 ^ 0 ^^ 1 ^- fol 8 te die Bestimmung des Hamoglobingehaltes als 

10089] Die brfindung wird anhand der folgenden Bei- MaB fur das nicht ausgefallte Hamoglobin sowie des 

lt n ^ Utert ' f\ r 25 zugehorigenpH-WertesimUberstand, sowie die sub- 

!aaaii 2 201860 F,g ' 1-3 fol e endes: jektiv-optische Kontrolle auf ungefarbte Ausfallungen 

[0091] Fig. 1 : Eine massen-gewichtete Verteilung der Mo- von Plasmaproteinen. 
lekulgroBen und Molekulargewichte (M) des Schweineha- 
moglobin-Polymeren aus Beispiel 1, dargestellt als Volu- 

menausschluss-Chromatogramm (erhalten mit Sephacryl S- 30 Ausfuhrungsbeispiel 1 
400 HR-Gel, Phannacia, Freiburg, D). E4 2 5 n m ist die Ex- 

tinktion im Chromatographie-Eluat bei 425 nm. Eingezeich- Herstellung eines erfindungsgemaBen vernetzten und mole- 

mAa^ nd dl< T Abszisssenwerte 700 °00 und 5 000 000 g/Mol. kular modifizierten Schweinehamoglobins bei 4°C gemass 

[0092] Fig. 2: Chromatogramm fur Anwendungsbeispiel dem allgemeinen HersteUungsverfahren 
2, Erlauterungen vgl. Fig. 1 35 

[0093] Fig. 3: Chromatogramm fur Anwendungbeisiel 3, [0095] Hochreines Schweinehamoglobin, in einer Kon- 

rnn^T^ 8611 VgL H * 1 zentration von 330 g/L gelost in einem wassrigen Elektroly- 

10094J Werner wurden folgende Bestimmungsmethoden ten der Zusammensetzung 50 mM NaHCOj und 100 mM 

angewendet: NaC1> wurde bei 4°C durch Ruhren derLosung unter standig 

40 erneuertem, reinen Stickstoff iiber der Losung desoxyge- 

1. Hamoglobingehalte wurden fotometrisch mit der niert. A nschlieBend wurden 4 mol Natrium- Ascorbat (als 1- 
modifizierten Cyanhamiglobin-Methode nach Drabkin molare Losung in Wasser) pro Mol (monomeren) Hamoglo- 
("Hamoglobin-Farbtest MRP 3", Boehrimger Mann- bins zugegeben und 6 h reagieren lassen. Die Losung wurde 
!j eim ' mit 0»5-molarer Milchsaure auf einen pH-Wert von 7,1 ti- 

2. pH-Werte wurden potentiometrisch (pH-Glaselek- 45 inert, 1,1 Mol Pyridoxal-5'-Phosphat je Mol Hamoglobin 
trode) mit einem Blutgasanalysator ("ABL 5", Radio- zugegeben und fur 16 h reagieren lassen. Nun wurde mit 
meter, Willich, D) gemessen. 0,5-molarer Natronlauge ein pH-Wert von 7, 8 eingestellt, 

3. Bestimmungen der Molekulargewichtsverteilung 1,1 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare Losung in 0,01- 
der vernetzten Hamogiobine erfolgten durch Volumen- molarer Natronlauge) zugegeben und fur eine Stunde rea- 
ausschluss-Chromatografie(gemaB:P6tzschkeH.etal. 50 gieren lassen. Jetzt wurde mit 0,5-molarer Milchsaure ein 
(1996): "Vernetzte globulare Proteine - eine neue pH von 7,3 eingestellt, zunachst 1,1 Mol 2,3-Bisphospho- 
Klasse halbsyntheUscher polyrnerer Molekule: Charak- glyzerat pro Mol Hamoglobin und nach 15 rnin Reaktions- 
tensierung ihrer Struktur in Losung am Beispiel hyper- zeit 8 Mol Glutardialdehyd je Mol Hamoglobin, gelost in 
polymeren Hamoglobins und Myoglobins mittels Vo- 1,8 L reinem Wasser je Liter Hamoglobinlosung zur Vernet- 
lumenausschluss-Chromatographie, Viskosimetrie, 55 zung des Hamoglobins innerhalb 5 Minuten zugegeben und 
Osmomelne und Lichtslreuung", Macromolecular 2,5 h reagieren lassen. Nach Titration mit 0,5-molarer Na- 
Chemistry and Physics 197, 1419-1437, sowie tronlauge auf einen pH-Wert von 7, 8 folgte eine Zugabe 
Potzschke H. et al. (1996): "Ein neuartiges Verfahren von 15 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare Losung in 
zur Bestimmung Molarer Massen breit verteilter Poly- 0,01-rnolarer Natronlauge) je Mol Hamoglobin fur 1 h. Es 
merer mit Hilfe der Gel-Chromatographie und der Vis- 60 erfolgte eine Zugabe von 2 Liter Wasser je Liter urspriingli- 
kosimetrie am Beispiel Hamoglobin-Hyperpolyme- cher Hamoglobinlosung. Der pH- Wert betrug dann 9,3 und 

^ aC A° m ° leCUlar Chemistr y md Ph y sics l97 > es folgte direkt eine Zugabe von 4 Mol Methoxy-Succinimi- 

3229-3250) am Gel "Sephacryl S-400 HR" (Pharmacia dylpropionat-Polyethylenglykol des Molekulargewichts 

Biotech, Freiburg, D). 2000 g/Mol fur 2 h. Die Stickstoffatmosphare uber der L6- 

4. Bestimmungen der Charakteristik der SauerstofF- 65 sung wurde durch reinen Sauerstoff ersetzt. 

bindung durch Hamogiobine erfolgte mittels einer ei- [0096] Nach 1 h wurden unlosliche Bestandteile durch 

genen Methode und Apparatur (wie beschrieben in: Zentrifugation (20000 g fur 15 min) abgetrennt. Anschlie- 

Barmkol W. K. R. et al. (1978): "Eine verbesserte Mo- Bend erfolgte ein Wechsel des Elektrolyten durch eine Volu- 
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menausschluss-Chromatographie (Sephadex G-25-Gcl, 
Pharmacia, D) zu einer wassrigen Elektrolyt-Losung der Zu- 
sammensetzung 125 mM NaCl, 4,5 mM KC1 und 20 mM 
NaHC0 3 . 

[00<>7] Die Ausbeute betrug 77%; die Ausbeute fur Mole- 5 
kulargewicht groBer 700 000 g/Mol ist 28%. 
10098] Fig. 1 zeigt eine Darstellung der Verteilung der 
Molaren Massen der erhaltenen Hamoglobin-Polymere in 
Form eines Volumenausschluss-Chromatogrammes. Mes- 
sungen der Charakteristik der Sauerstoffbindung unter phy- 10 
siologischen Bedingungen (eine Temperatur von 37°C, ein 
Kohlendioxid-Partialdruck von 40 Torr und ein pH-Wert 
von 7,4) ergaben fur das Produkt einen p50-Wert von 22 
Torr und einen n50-Wert von 1,95. 

[0099] Im "Fallungstest" zeigte das vernetzte Schweine- 15 
hamoglobin im pH-Bereich von 7,4 bis 6,8 keinerlei Wech- 
selwirkungen mit menschlichem Plasma, insbesondere 
keine nachweisbaren Fallungen, weder des Hamoglobins, 
noch von Plasmaproteinen. 

20 

Ausfuhrungsbeispiel 2 

Herstellung eines erfindungsgemaBen vernetzten und mole- 
kular modifizierten Schweinehamoglobins bei Raumtempe- 
ratur gemass dem allgemeinen Herstellungsverfahren 25 

[0100] Hochreines Schwcinehamoglobin, in einer Kon- 
zentration von 330 g/L gelost in einem wassrigen Elektroly- 
ten der Zusammensetzung 50 mM NaHC0 3 und 100 mM 
NaCl, wurde bei 22°C durch Ruhren der Losung unter stan- 30 
dig erneuertem, reinen Stickstoff desoxygeniert. Anschlic- 
Bend wurden 4 mol Natrium- Ascorbat (als 1-molare Losung 
in Wasser) pro Mol (monomeren) Hamoglobins zugegeben 
und 90 min reagieren lassen. Die Losung wurde mit 0,5-mo- 
larer Milchsaure auf einen pH-Wert von 7,1 LiLriert, 1,1 mol 35 
Pyridoxal-5-Phosphat je Mol Hamoglobin zugegeben und 
fur 2 h reagieren lassen. Nun wurde mit 0,5-molarer Natron- 
lauge ein pH-Wert von 7,8 eingestellt, 1,5 Mol Natriumbor- 
hydrid (als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) 
zugegeben und fur eine Stunde reagieren lassen. Jetzt wurde 40 
mit 0,5-moiarer Milchsaure ein pH von 7,3 eingestellt, zu- 
nachst 1,5 mol 2,3-Bisphosphoglyzerat pro Mol Hamoglo- 
bin und nach 15 min Reaktionszeit 9 Mol Glutardialdehyd 
je Mol Hamoglobin, gelost in 1,8 L reinem Wasser je Liter 
Hamoglobinlosung zur Vernetzung des Hamoglobins inner- 45 
halb 5 Minuten zugegeben und 1 h reagieren lassen. Nach 
Titration mit 0,5-molarer Natronlauge auf einen pH-Wert 
von 7,8 folgte eine Zugabe von 10 Mol Natriumborhydrid 
(als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) je Mol 
Hamoglobin fur 0,5 h. Der pH-Wert betrug 8,7 und es folgte 50 
direkt eine Zugabe von 8 Mol Methoxy-Succinimidylpro- 
pionat-Polyethylenglykol des Molekulargewichts 
1000 g/Mol fur 1 h. Die Stickstoffatmosphare wurde durch 
reinen Sauerstoff ersetzt. 

[0101] Nach 1 h wurden unlosliche Bestandteile durch 55 
Zentrifugation (10 min mit 20000 g) abgetrennt. Anschlie- 
Bend erfolgte ein Wechsel des Elektrolyten durch eine Volu- 
menausschluss-Chromatographie (Sephadex G-25-Gel, 
Pharmacia, D) zu einer wassrigen Elektrolyt-Losung der Zu- 
sammensetzung 125 mM NaCl, 4,5 mM KC1 und 20 mM 60 
NaHC0 3 . 

10102] Die Ausbeute betrug 79%; die Ausbeute fur Mole- 
kulargewichte groBer als 700 000 g/Mol betrug 28%. 
[0103] Fig. 2 zeigt eine Darstellung der Verteilung der 
Molaren Massen der erhaltenen Hamoglobin-Polymere in 65 
Form eines Volumenausschluss-Chromatogrammes. 
[0104] Messungen der Charakteristik der Sauerstoffbin- 
dung unter physiologischen Bedingungen (eine Temperatur 
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von 37°C, ein Kohlendioxid-Partialdruck von 40 Torr und 
ein pH-Wert von 7,4) ergaben fur das Produkt einen p50- 
Wert von 22 Torr und einen n50-Wert von 1,6. 
[0105] Im "Fallungstest" zeigte das vernetzte Schweine- 
hamoglobin im physiologisch und pathophysiologist'!! inter- 
essanten pH-Bereich von 7,4 bis 6,8 keinerlei Wechselwir- 
kungen mit menschlichem Plasma, insbesondere keine 
nachweisbaren Fallungen, weder des Hamoglobins, noch 
von Plasmaproteinen. 

Anwendungsbeispiel 3 

Herstellung eines erfindungsgemaBen vernetzten und mole- 
kular modifizierten menschlichen Hamoglobins (bei 4°C) 
gemass dem allgemeinen Herstellungsverfahren 

[0106] Hochreines Human hamoglobin, in einer Konzen- 
tration von 330 g/L gelost in einem wassrigen Elektrolyten 
der Zusammensetzung 50 mM NaHC0 3 und 100 mM NaCl, 
wurde bei 4°C durch Ruhren der Losung unter standig er- 
neuertem, reinen StickstofT desoxygeniert. AnschlieBend 
wurden 4 mol Natrium- Ascorbat (als 1-molare Losung in 
Wasser) pro Mol (monomeren) Hamoglobins zugegeben 
und 3 h reagieren lassen. Die Losung wurde mit 0,5-molarer 
Milchsaure auf einen pH-Wert von 7,1 titriert, 1,1 mol Pyri- 
doxal-5'-Phosphat je Mol Hamoglobin zugegeben und fiir 
16 h reagieren lassen. Nun wurde mit 0,5-molarer Natron- 
lauge ein pH-Wert von 7, 8 eingestellt, 1,5 Mol Natriumbor- 
hydrid (als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) 
zugegeben und fur eine Stunde reagieren lassen. Jetzt wurde 
mit 0,5-molarer Milchsaure ein pH von 7,3 eingestellt, zu- 
nachst 1,5 mol 2,3-Bisphosphoglyzerat pro Mol Hamoglo- 
bin und nach 15 min Reaktionszeit 9 mol Glutardialdehyd je 
Mol Hamoglobin, gelost in 1,8 L reinem Wasser je Liter Ha- 
moglobinlosung zur Vernetzung des Hamoglobins innerhalb 
5 Minuten gleichmaBig zugegeben und 2,5 h reagieren las- 
sen. Nach Titration mit 0,5-molarer Natronlauge auf einen 
pH-Wert von 8,0 folgte eine Zugabe von 10 Mol Natrium- 
borhydrid (als 1-rnolare Losung in 0,01-molarer Natron- 
lauge) je Mol Hamoglobin fiir 1 h. Dann erfolgt eine Zugabe 
von Wasser, 2 L pro Liter ursprungliche Hamoglobinlosung. 
Der pH-Wert betrug dann 8,6 und es folgte direkt eine Zug- 
abe von 4 Mol Methoxy-Succinimidylpropionat-Polyethy- 
lenglykol des Molekulargewichts 2000 g/mol fiir 2 h. Die 
Stickstoffatmosphare wurde durch reinen Sauerstoff ersetzt. 
Nach 1 h wurden unlosliche Bestandteile durch Zentrifuga- 
tion (10 min mit 20000 g) abgetrennt. AnschlieBend erfolgte 
ein Wechsel des Elektrolyten durch eine Volumenaus- 
schluss-Chromatographie (Sephadex G-25-Gel, Pharmacia, 
D) zu einer wassrigen Elektrolyt-Losung der Zusammenset- 
zung 125 mM NaCl, 4,5 mM KC1 und 20 mM NaHCQj. 
[0107] Fig. 3 zeigt eine Darstellung der Verteilung der 
Molaren Massen der erhaltenen Hamoglobin-Polymere in 
Form eines Volumenausschluss-Chromatogrammes. 
[0108] Die Gesamtausbeute betrug 75%; die Ausbeute an 
Polymerern mit einem Molekulargewicht groBer als 
700 000 g/Mol betrug 17%. 

[0109] Messungen der Charakteristik der Sauerstoffbin- 
dung unter physiologischen Bedingungen (eine Temperatur 
von 37°C, ein Kohlendioxid-Partialdruck von 40 Torr und 
ein pH-Wert von 7,4) ergaben fiir das Produkt einen p50- 
Wert (als MaB einer mittleren Sauerstoffaffinitat) von 21 
Torr und einen n50-Wert (eine mittlere scheinbare Koopera- 
tivitat der Sauerstoffbindungsstellen) von 1,74. 
[0110] Im "Fallungstest" zeigte das vernetzte Schweine- 
hamoglobin im physiologisch und pathophysiologisch inter- 
essanten pH-Bereich von 7,4 bis 6,8 keinerlei Wechselwir- 
kungen mit den Proteinen menschlichen Plasmas, insbeson- 
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derc keine nachweisbarcn Fallungen, wcdcr dcs Hamoglo- 
bins, noch von Plasmaproteinen. 

Patentanspriiche 

5 

1. Verfahren zur technisch einfachen Herstellung 
kiinstlicher Sauerstofftrager aus vernetztem Hamoglo- 
bin mit verbesserten funktionellen Eigenschaften in 
groBer Ausbeute, dadurch gekennzeichnet, dass Ha- 
moglobin 10 

i) zunachst desoxygeniert wird; 

ii) anschlieBend kovalent mit einem chemisch re- 
aktiven Effektor der Sauer stoffbindung umge- 
setzt wird; 

iii) dann die Losung mit einem chemisch nicht re- 15 
aktiven Effektor versetzt wird; und sodann 

iv) das Hamoglobin mit Glutardialdehyd unter 
schr starker Vcrdtinnung dcs Volumcns des Reak- 
tionsgemisches bei gleichzeitiger Zugabe des Ver- 
netzers, stabil kovalent miteinander vernetzt wird 20 
und anschlieBend die Losung emeut mit Wasser 
verdunnt wird, und sodann 

v) ein Polyethylenoxid kovalent angekniipft wird 

vi) das erhaltene Produkt in bekannter Weise auf- 
gearbeitet wird. 25 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzcich- 
net, dass das Hamoglobin vom Schwein oder vom 
Menschen starnmt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass Schweinehamoglobin als Ausgangsmaterial 30 
dient. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass in Schritt iv) Glutardialde- 
hyd in einer sehr stark verdunnten Losung zeitgesteuert 
zugegeben wird und so das Volumen des Reaktionsge- 35 
misches und die Hamoglobin konzentration wahrend 
der Polymerisationsreaktion gleichzeitig gegensinnig 
variiert werden, und anschlieBend die Losung verdunnt 
wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 40 
durch gekennzeichnet, dass wahrend des Schrittes iv) 
das Volumen des Reaktionsgemisches insgesamt um 
einen Faktor 2 bis 10 zunimmt. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass in Schritt iv) Glutardialdehyd in einer Menge 45 
von 6-10 mol/mol, bezogen auf monomeres Hamoglo- 
bin, gelbst in 1-2 L Wasser je Liter urspriinglicher Re- 
aktionslosung, innerhalb von 3-15 Minuten zugsetzt 
wird und weitere 1-6 Stunden reagiert. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 50 
durch gekennzeichnet, dass der das Hamoglobin ent- 
haltenden Losung vor der Umsetzung gemaB dem 
Schritt ii) 2-8 Mol Natriumsascorbat pro Mol unver- 
netztes Hamoglobin fur 0,5- 6 Stunden zugegeben 
wird. 55 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass in Schritt ii) als Effektor 
Pyridoxal-5'-phosphat in einem molaren Verhaltnis, 
bezogen auf monomeres Hamoglobin, von 0,5 bis 3, 
bevorzugt 1 bis 2,5 mol/mol, innerhalb von 0,5 bis 20 60 
Stunden kovalent angebunden wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass in Schritt ii) sowie in Schritt iv) nach der ko- 
valenten Anbindung von Pyridoxal-5-phosphat an Ha- 
moglobin sowie nach kovalenter Verknupfung des Ha- 65 
moglobins mit Glutardialdehyd jeweils reduktives Na- 
triumborhydrid hinzugesetzt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 



nel, dass reduktives Natriumborhydrid in Schritt ii) in 
einer relativen Menge von 1-9 mol/mol und in Schritt 
iv) von 5-20 mol/mol, jeweils bezogen auf monomeres 
Hamoglobin, fur 30 bis 90min. bzw. fur 15 bis 
100 min. zugesetzt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, dass in Schritt iii) 2,3- 
Bisphosphoglyzerat in einer relativen Menge von 
0,5-6 mol/mol, bezogen auf monomeres Hamoglobin, 
zugesetzt wird und 5-50 Minuten danach Schritt iv) 
eingeleitet wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11 , da- 
durch gekennzeichnet, dass in Schritt v) ein Polyethy- 
lenglykol-Ether mit einem Molekulargewicht von 500 
bis 3000 g/mol angekniipft wird 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Polyethylenglykol-Ether ein Me- 
thoxy-Polycthylenglykol-Dcrivat mit einem Moleku- 
largewicht von 1500-2500 g/mol angekniipft wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Herstellungsreaktionen 
in durch Tonomctrie mit sauerstofTfreien Gasen vom 
Sauerstoff befreiten Losungen erfolgen. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, da- 
durch gekennzeichnet, dass samtliche Verfahrens- 
schrille in einern einzigen GcfaB nacheinander durch- 
fiihrbar sind. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, da- 
durch gekennzeichnet, dass ein Produkt erhalten wird, 
das eine Verteilung der Molekulargewichte von 50 000 
bis zu 5 000 000 g/Mol aufweist. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-16, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Gesamtausbeute uber 
70% und die Ausbeute an Polymeren mit einem Mole- 
kulargewicht uber 700 000 g/mol mehr als 15% be- 
tragt. 

18. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1-17, da- 
durch gekennzeichnet, dass das erhaltene Produkt 
durch ein praparatives Trennverfahren in eine Fraktion 
mit groBer mittlerer molarer und eine Fraktion mit nie- 
derer mittlerer molekularer Masse getrennt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass aus dem Produkt mit hohermolekularer 
Masse und aus dem Produkt mit niederer molekularer 
Masse je eine pharmazeutische Zubereitung hergestellt 
wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass aus dem niedcrmolekularcn Anteil der 
Polymeren ein parenterals Blutsubstitut hergestellt 
wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass aus dem hohermolckularen Anteil der 
Polymeren ein parenterals Blutadditiv hergestellt 
wird. 

22. Kiinstlicher Sauerstofftrager, hergestellt nach dem 
Verfahren gemass einem der Anspriiche 1-21 . 

23. Kiinstlicher Sauerstofftrager gemass Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Trager einen n50- 
Wert von 1,6 bis 2,5 und einen p50-Wert von 16 bis 24 
Ton* aufweist. 

24. Verwendung von vernetztem Hamoglobin gemass 
Anspruch 22 oder 23, oder, hergestellt nach dem Ver- 
fahren gemass einem der Anspriiche 1 bis 22 zur Her- 
stellung eines Mitteis zur intravasalen oder biomedizi- 
nischen Anwendung als kiinstlicher Sauerstofftrager. 

25. Verwendung gemaB Anspruch 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Mittel in Form einer pharma- 
zeutischen Zubereitung als ein Ersatz des Blutes (Blut- 
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substkut) odcr als ein Zusatz zum Blul zur Erhohung 
der Sauerstofftransport-Kapazitat (Blutadditiv) oder zu 
einer Nahrlosung, im menschlichen und tierischen Or- 
ganismus, in einzelnen Organen oder in biotechnischen 
Anwcndungen, verwendet wird. 5 
26. Verwendung gemass Anspruch 23 oder 24 zur Be- 
handlung eines chronischen SauerstofiFmangels beim 
Menschen. 
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